(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII SI MARCI
Bucuregti

an RO 126641 A0
1 Int.Cl.
A61K 39/00 @500
A67TK 39/395 00601

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

21)  Nr.cerere:a 2010 01318
{22)  Data de depozit 10.12.2010

(41): Data publicarii cererii:
30.09.2011 BOPI nt.-9/2011

{71) Solicitant;
+ UNIVERSITATEA OVIDIUS CONSTANTA,
BD. MAMAIA NR.124, CONSTANTA, CT, RO

{72) Inventatori:
+ ZAMFIRESCU STELA FILOFTEIA,
BD. MAMAIA NR. 124, CONSTANTA, CT,
RO;

« ANGHEL ANDREEA HORTANSE,

80S. I. C. BRATIANU NR. 248,
CONSTANTA, CT, RO;

< NADOLU DORINA, $OS. [, C. BRATIANU
NR. 248, CONSTANTA, CT, RO:

- SOGORESCU ELENA, BD. MAMAIA

NR. 124, CONSTANTA, CT, RO

4 PROCEDEU DE OBTINERE A SERULUI ANTIEMBRION DE

CAPRA Sl DE OAIE

{57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere
a unui ser antiembrion de caprd. gi de oaie, utilizat in
domeniul medicinei veterinare: gi In zootehnie, pentru
prediclia precocea gestaliei la rumegétoare. Procedeul
conform inventiei presupune colectarea, Tn picaturi
sterile de mediu PBS cu 4% BSA, a embrionilor
preimplantati de ziua 14 gi 15, i trecerea succesiva in
8..10 bai de mediu steril, urmatd de omogenizarea
separatd-a embrionilorde capré si de oaie, cu obtinerea
unuiomogenat antigen embrionar, ce este amestecat in

proporiie de 1/1 cu adjuvant Freund, se repartizeaza
separat, fiind apol injectat iepurilor pe o pericadd de
imunizare de 15 zile, dupd care se colecteazad serul de
iepure antiembrion de oaie’ gifsau caprd, ce este
centrifugat, cu obfinerea serului antiproteind asociata
gestatiei, care este supus uneireactii de hemaglutinare,
prezenta acestei reactii indicAnd gestatia.
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Procedeu de obtinere a unui ser antiembrion de capra si de oaie

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui ser antiembrion de capra
si de oaie, utilizat in domeniul medicinei veterinare i in zootehnie pentru predictia
precoce a gestatiei la rumegatoare.

Se cunosc mai multe metode de determinare a gestatiei la rumegatoarele
mici, prin ecografie la 40-45 de zile, prin monitorizarea progesteronului seric, folosind
metode radioimunologice (RIA) si enzimoimunologice (ElA-Eliza), histologice si
radiografice.

Aceste proceduri prezinta dezavantajul ca necesita echipamente scumpe, nu
sunt la indemana specialistilor i sunt mari consumatoare de fortd de munca si bani.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in stabilirea unui
diagnostic de gestatie la oaie si capra in primele 21 de zile dupa monta fecunda,
care sa fie executat cu usurinta in practica de specialisti sau fermieri.

Procedeul, conform inventiei, elimind dezavantajele mentionate prin aceea ca
intr-o prima faza se obtine antigenul din omogenat de embrioni preimplantationali,
dupa care intr-o a doua faza se realizeaza imunizarea pasiva a iepurilor cu antigen
embrionar pentru obtinerea de ser antiembrion si intr-o a treia faza se realizeaza
reactia de hemaglutinare cu ser antiembrion de la oaie si capra.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- realizeaza o predictie a gestatiei in procent de peste 90% ;

- este ugor de executat in conditii practice de specialisti sau fermieri;
- are precizie mai mare de 90%;

- este o procedura ieftina si rapida cu aplicatie practica.

Se da in continuare un exemplu de realizare a procedeului, conform inventiei

Modul de realizare al inventiei presupune realizarea a 3 etape importante si
anume: obtinerea antigenului din omogenat de embrioni preimplatationali,
imunizarea pasiva a iepurilor cu antigen embrionar pentru obtinerea de ser
antiembrion gi realizarea reactiei de hemaglutinare.

Etapa 1. Obtinerea antigenului din omogenat de embrioni.

Embrionii preimplantationali de ziua 14 si 15 de la monta fecunda se obtin de
la oi i capre cu reproductie normala si cunoscuta. Inducerea estrului s-a realizat cu
bureti Chronogest (Intervet-Olanda) care contin fluorogestona 45 mg/ burete la capra

si 30 mg/burete la oaie. Buretii se introduc intravaginal pentru o durata de 12 zile la
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oaie si 11 zile la capra. Tratamentul de superovulatie se realizeazd cu FSHp
(Folltropin, Vetrepharm Inc., Ontario, Canada) administrat intramuscular, in 8 doze,
la interval de 12 ore, ultima administrare se face in acelasi timp cu retragerea
buretilor. Tratamentele de superovulatie au fost identice la oi si capre, cu exceptia
administrarii la capra, cu 4 zile inainte de ultima injectie de FSHp, a unei doze de
125 ug Prostaglandina F2a ( Revoliz, ICChim Bucuresti). Oile si caprele intra in
estru la 24-48 de ore dupa extragerea buretilor si se monteaza natural cu masculi,
de 2 ori/zi pana la terminarea estrului. Dupa 14-15 zile de la monta se executa
interventia chirurgicala prin laparotomie, respectand protocoalele uzuale (dieta
alimentara, hidrica, contentie si anestezie generald). Coarnele uterine sunt
exteriorizate impreuna cu ovarele si se humara corpii galbeni formati, informatie pe
baza careia se estimeaza numarul de embrioni prezenti in uter.

Colectarea embrionilor s-a efectuat in conditii de sterilitate si ustensile de
unica folosinta cu ajutorul unui cater TomCat (introdus prin trompa uterina in oviduct)
si a unei sondei Folley (introdusa in treimea mijlocie a uterului). Prin aceste catetere
se introduc 20 ml mediu PBS cu BSA 4% (fractiunea V) in directia oviduct-treimea
mijlocie a uterului. Lichidul de spalare antreneaza embrionii prezenti in varful de
corn uterin care se recupereza prin sonda Folley in placi sterile. Placile cu mediul de
spalare ce contine embrioni se examineaza la o stereolupa (x100) pentru colectarea
acestora. Dupa ziua a 12-a, embrionii preimplantationali sunt ugsor de recunoscut,
trofoblastul este alungit (0.7-1mm) si are culoare sidefie, transparenta. Embrionii
sunt colectati in picaturi sterile de mediu PBS cu 4% BSA si trecuti succesiv in 8-10
bai de mediu steril.

Embrionii de oaie si de capra se omogenizeaza separat prin agitare energica
in cate 0,5 ml in mediu PBS-BSA, cate 0,5 ml/embrion, in vederea obtinerii
antigenului. Procedeul este identic pentru cele doua tipuri de antigen. Omogenatul
obtinut (antigenul embrionar) se amesteca in proportie de 1/1 cu adjuvant incomplet
Freund (Sigma S. 5506) apoi se repartizeaza cate 1 ml in tuburi Ependorf, separat
pentru fiecare specie. Antigenul astfel pregatit se pastreaza la -18°C pana la folosire.

Pentru imunizare se folosesc iepuri (de rasa locala, cate unul pentru fiecare
tip de antigen). Sangele se colecteaza din vena safena la 36, 42 si 63 de zile de la
inceperea imunizarii. Serul exprimat se depune Tn tuburi Ependorf de 1,5 ml, se
indentifica pe specii si data colectarii, dupa care se pastreaza la -18°C pana la
folosire.
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Etapa 2. Obtinerea serului antiembrion de oaie sau capra prin imunizarea pasiva a
iepurilor

Imunizarea pasivd se efectueaza pe iepuri masculi adulti, carora li se
injecteaza cate 0,2 ml, in 8 puncte (subcutan in partile laterale ale zonei cervicale,
la baza urechilor si in dermul interplantar). S-au folosit cate un iepure pentru fiecare
antigen. Imunizarea iepurilor s-a facut dupa o schema originala in interval de 15 zile
(in primele zile se administreazi antigen 3 zile consecutiv, apoi din 2 in 2 zile). Pe
toata perioada de imunizare a iepurilor nu se produc modificari de comportament
alimentar sau de sanatate. La 15, 27 si 48 de zile de la terminarea imunizarii
iepurilor se colecteaza serul in eprubete de sticla. Exprimarea serului se produce in
1-2 ore, la temperatura camerei. Serul de iepure antiembrion de oaie si/sau capra
se centrifugheaza la 3500 rot/min, timp de 10 minute pentru indepartarea eritrocitelor
ramase, apoi se repartizeaza in fractii de cate 1 ml in tuburi Ependorf gi se conserva
la -18°C pana la momentul utilizarii la reactile de hemaglutinare. Serul obtinut
constituie serul antiembrion de oaie sau de capra (ser antiproteina asociata
gestatiei).

Decongelare serurilor antiembrioni se face lent, la temperatura camerei.
inainte de utilizare in reactia de hemaglutinare, pentru a elimina anticorpii impotriva
unor proteine comune care nu sunt specifice gestatiei, antiserurile se inactiveaza
prin incubare la 56°C, in baie de apa, timp de o ora.

Etapa 3. Reactiile de aglutinare folosind sange integral heparinat de la oaie si/sau
capra cu ser de iepure antiembrion de oaie $i respectiv capra.

Se gtie ca reactia de hemaglutinare are la baza reactia antigen-anticorp,
respectiv antigenii specifici gestatiei (Ag), fixati pe membranele celulare ale
eritrocitelor de la femelele presupuse gestante si anticorpii antiembrioni din ser
sanguin (Ac), obtinut pe iepuri, consecutiv imunizarii pasive cu omogent de embrioni
preimplantationali in varsta de 14 -15 zile.

Ca urmare a reactiei imune, eritrocitele prezintd o aglutinare semnificativa,
care poate se observa la un stereomicroscop sau chiar cu ochiul liber. Reactiile de
aglutinare sunt foarte sensibile: o cantitate mica de Ac poate aglutina o masa mare
de eritrocite. De asemenea, hemaglutinarea este relativ rapida, avand loc in cateva
minute la temperatura de 30-32°C sau dupa 15-30 minute la temperatura camerei.
Datorita sensibilitatii si rapiditatii reactiei, aglutinarea directé/pasiva este utilizata
pentru detectia de Ag specifici gestatiei cu anticorpi antiembrion de oaie sau capra.
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Prezenta reactiei de aglutinare indica gestatia (+), iar absenta aglutinarii indica
negestatia (-). Reactiile dubioase s-au notat cu (+/-).

Concentratia Ac se determina prin titrare efectuand dilutii seriate ale serului.
La fiecare dilutie succesiva concentratia Ac scade cu factorul 2. La o dilutie prea
mare nu va mai exista o cantitate suficientd de Ac care sa reactioneze cu toti Ag
specifici. Expresia precipitatului necesita formarea de agregate eritrocitare mari prin
legarea de Ag specifici gestatiei de catre Ac. Complexele mici raman in suspensie.
Formarea de complexe mari necesita ca atat Ag cat si Ac sa fie multivalenti.
Cantitatea de precipitat depinde atat de concentratia absoluta de Ag si Ac, cat si de
concentratia lor relativa. Daca Ac sau Ag sunt in exces unul fata de celalalt, se
formeaza un numar mic de complexe solubile, precipitatul fiind redus
cantitativ/absent si cu Ac, respectiv Ag liberi in solutie. Aceste situatii dau nastere la
reactile negative (-) sau dubioase (+/-). Pe masura ce cantitatile de Ac si Ag se
apropie una de cealalta se formeaza precipitatul. Raportul de concentratie la care se
formeaza cantitatea maxima de precipitat este in echilibru, in care nici Ac, nici Ag nu
raman liberi in solutie. Alte conditii, ca temperatura si pH-ul sunt importante in
formarea precipitatului imun.

Reactiile de hemaglutinare a eritrocitelor de la capre au folosit sange integral
colectat pe anticoagulant de la capre si oi gestante de 16-30 zile de la monta
fecunda. Sangele heparinat colectat de la femele gestante se foloseste imediat dupa
colectare sau dupa o conservare scurta la +4°C, de maxim 8 ore. Hemaglutinarea
sangelui s-a realizat in placi speciale de hemaglutinare. Serul antiembrion de oaie si
capra, obtinut in urma celor 3 colectari de sange, se amesteca in volume pentru
obtinerea unei concentratii omogene de anticorpi, dupa care se efectueaza o dilutie
(1/4) cu ser fiziologic. Pentru reactie se folosesc 20 pl de sange si 20 pl de ser in
placi de hemaglutinare ce au fost acoperite cu parafilm, dupa care se incubeaza.
Observarea reactiei de hemaglutinare se verifica din 10 in 10 minute. Se noteaza
absenta aglutinarii cu (-), prezenta aglutinarii cu (+) si rezultat dubios cu (-/+).

Omogenatul de ser antiembrion de capra a produs aglutinarea eritrocitelor in
procent de 100% pe sangele caprelor gestante 16-21 zile si de 81% la caprele
gestante de 40-50 zile. Lipsa aglutinarii (-) a eritrocitelor provenite de la caprele in
estru (sigur negestante) a fost de 93.75% iar reactiile incerte sunt de 6.25%.

La oaie s-a stabilit un diagnostic pozitiv de 94,4% pe ser entiembrion, in

dilutie de 1/4, pentru sangele de la capre gestante in zilele 16-21 si de 91,11%

z
Y



A-2010-0131¢- -
10 -12- 2010

pentru sangele integral provenit de la oi gestante in zilele 40-50 de la monta.
Reactiile negative la oile in estru au fost de 77,7%, iar cele dubioase au reprezentat
22,32%.

Suplimentar, ca avantaj se poate mentiona faptul ca prin metoda, conform
inventiei, costul producerii antigenului embrionar este de aproximativ 10000-12000
lei, dar, care poate sa produca importante cantitati de ser antiembrion de oaie sau
capra obtinut dupa imunizarea iepurelui.

n urma procedurilor de dilutii seriate, din 20 ml ser antiembrion brut se obtin
8000 doze la dilutia 1/4 si 16000 doze la dilutia 1/8. Costul unui test se reduce
considerabil in raport cu dilutia efectuata (astfel, costul serului antiembrion nediluat
este de 27 lei, costul serului antiembrion diluat 1/4 este aproape un sfert din costul
serului nediluat iar costul serului antiembrion diluat 1/8 este o optime din costul

serului nediluat).
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Procedeu de obtinere a unui ser antiembrion de capra si de oaie

Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unui ser antiembrion de capra si de oaie utilizat in
domeniul medicinei veterinare si in zootehnie pentru predictia precoce a gestatiei la
rumegatoare caracterizat prin aceea ca intr-o prima faza embrioni preimplatationali
de ziua 14 si 15 de la monta fecunda sunt colectati in picaturi sterile de mediu PBS
cu 4% BSA, si trecuti succesiv in 8-10 bai de mediu steril, apoi embrionii de oaie $i
de capra se omogenizeaza separat, prin agitare energica in mediu PBS-BSA, din
care rezultd un omogenat antigen embrionar care se amesteca in proportie de 1/1 cu
adjuvant incomplet Freund, se repartizeaza separat pentru fiecare specie fiind intr-o
a doua faza pentru injectarea iepurilor pe o perioada de imuriizare de 15 zile dupa
care se colecteaza serul de iepure antiembrion de oaie si/sau capra care se
centrifugheaza la 3500 rot/min, timp de 10 minute, pentru indepartarea eritrocitelor
ramase rezultand serul antiproteina asociata gestatiei care este supus unei reactii de
hemaglutinare intr-o a treia faza cu sange integral heparinat de la oaie si/sau capra,
aglutinarea realizandu-se in intervalul de 15-30 minute la temperatura camerei,

prezenta reactiei de aglutinare indicand gestatia.



